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N° 9. J. Gallera et E. Oprecht, Zurich. — Sur la 
distribution des substances basophiles cytoplasmi- 
ques dans le blastoclerme cle la Poule. Avec 3 figures 
dans le texte. 

Aus dem Zoologisch-vergl. anatomischen Institut der Universitat 
Zurich. 

Introduction. — L’importance des ribonucleotides dans la 
physiologie cellulaire, tout particulierement dans la synthese pro- 
teique, et dans la morphogenese a ete demontree de fagon repetee 
par les recherches recentes de Caspersson et de Brachet. En effet, 
ces substances s’accumulent dans les cellules a secretion proteique 
ntense, telles les cellules glandulaires, ainsi que dans les tissus en 
uoie de croissance rapide. La repartition des acides ribonucleiques 
oendant le developpement embryonnaire a ete examinee chez 
1’assez nombrcux groupes de Vertebres; cette etude, quoique tres 
ncomplete a l’heure actuelle, permet cependant de degager quel- 
jues conclusions d’ordre general. Les acides ribonucleiques sont 
iynthetises au cours du developpement embryonnaire et cette 
ynthese est specialement marquee dans les regions ou l’activite 
norphogenetique est la plus intense. A la gastrulation la levre 
lorsale du blastopore chez les Amphibiens, la ligne primitive chez 
es Oiseaux, est specialement riche en ribonucleoproteides. Pen- 
ant la neurulation, c’est la plaque neurale qui se distingue par sa 
ichesse en substances basophiles. Dans le chordomesoblaste la 
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chorde et les somites contiennent en grande quantite ces substances. 
L’entoblaste, tout au moins au debut de Ja morphogenese, est 
toujours tres pauvre en nucleoproteides. Finalement, Fintervention 
d’acide ribonucleique dans les phenomenes d’induction embryon- 
naire s’afFirme toujours davantage (Brachet, 1942 \ 1944 1 2 , 1947 3 ). 

La methode de detection des acides ribonucleiques employee 
par ce dernier auteur peut etre resumee sommairement comme suit: 
les coupes microscopiques de tissu ou d’embryon sont disposees 
alternativement sur deux lames porte-objets, Pune d’elles est 
coloree par un colorant basique (pyronine, bleu de toluidine), 
l’autre est traitee avant la coloration par une solution de ribonu- 
clease, enzyme qui hydrolyse specifiquement l’acide ribonucleique. 
La comparaison de ces deux lames complementaires permet de 
preciser la localisation de Facide ribonucleique sur les coupes 
examinees. 

Les recherches embryologiques de Brachet ont surtout porte 
sur les Amphibiens et accessoirement sur les Oiseaux. II a paru done 
interessant de completer ces observations par une etude systema- 
tique des premiers stades du developpement chez la Poule. 

Methode. — Les blastodermes ont ete excises du jaune d’oeuf dans 
la solution de Locke, fixes pendant une heure dans la solution de Zenker 
(sans acide acetique) et enrobes dans la paraffine selon la technique 
usuelle. Pour tous les stades importants du developpement (de 0 a 
48 heures d’incubation) nous disposions de plusieurs embryons. Ils ont 
ete coupes transversalement et longitudinalement. Les coupes ont ete 
colorees dans une solution aqueuse saturee de bleu de toluidine, diffe- 
renciees dans Falcool a 90° et montees dans le baume de Canada. Pour 
une partie de notre materiel les coupes des embryons aux stades suc¬ 
cesses du developpement ont ete placees alternativement sur deux lames 
porte-objets dont les unes ont ete traitees avant la coloration par la 
salive prealablement chaufTee jusqu’a Febullition et filtree par de nom- 
breuses couches de gaze. La salive contient de la ribonuclease (Brachet 
1942). Ce ferment se distingue par une grande thermostabilite. Les coupes 
ont ete traitees de cette fa$on pendant 3 heures dans le thermostat a 40° C. 
A ce sujet se pose une question prealable: les substances qui perdent 
par le traitement a la salive leur aflinite pour le bleu de toluidine sont- 
elles reellement de nature ribonucleique ? Bien que la specificite d’action 
de la salive soit un pen douteuse, il semble qu’on puisse y repondrr 
sans trop d’hesitation par Faffirmative. En effet, la localisation el 

1 Arch. Biol. 53. 

2 Kmbryologie chunique, Paris, Masson. 

3 Symposia of the Soc. f. exp. Biol. 1. 
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revolution des corps mis en evidence par notre procede et la methode 
plus precise de Brachet correspondent dans leurs grandes lignes. 

Resultats obtenus. — Dans les blastodermes jeunes jusqu’aux 
stades qui precedent immediatement la formation de la ligne 
primitive, ce ne sont que les noyaux qui fixent le bleu de toluidine. 
Ce stade du developpement atteint, la basophilie cytoplasmique 
commence a se manifester avec une inegale intensite dans les 
differentes regions du blastoderme. Au cours du developpement 
ulterieur la colorabilite generale de l’embryon augmente progressi- 
vement et meme d’une fagon tres marquee au moment de la forma¬ 
tion des premiers protosomites. Des que ceux-ci se sont constitues 
les coupes meme traitees par la salive, se colorent nettement, bien 
que beaucoup moins que les coupes temoins, tandis que celles 
d’embryons plus jeunes ne manifestent aucune affmite pour le bleu 
de toluidine. II est a rappeler que la salive ne contient que rela- 
tivement peu de ribonuclease et que dans nos cas la duree de 
Taction de ce ferment a ete assez courte. 

Dans un blastoderme non incube le cytoplasme de toutes les cellules 
est completement depourvu de substances colorables\ dans les noyaux, 
seuls les nucleoles et quelques grains adherents a la membrane 
nucleaire fixent un peu de notre colorant. Ce fait merite d’etre 
souligne, etant donne que chez les Batraciens aussi bien que chez les 
Mammiferes examines recemment de ce point de vue par Tun de 
nous 1 le cytoplasme ovulaire et celui des blastomeres se teinte deja 
plus ou moins vivement. 

Les blastodermes incubes pendant 4 heures et demie se colorent un 
peu plus intensement avec predominance nette dans leurs regions 
medianes et posterieures. A ce niveau, non seulement les nucleoles appa- 
raissent plus fonces que dans le cas precedent, mais les cellules du feuillet 
superficiel sont encadrees ga et la par un mince film cortical bleuatre ou 
bien a Tinterieur les parois d'enclaves cellulaires fixent un peu de colo¬ 
rant. La coloration de Tentoblaste en formation est a peine perceptible, 
en effet ses cellules sont plus grandes et par consequence les noyaux plus 
clairsemes, d’autre part le cytoplasme y demeure completement incolore. 

Les blastodermes pourvus de la ligne primitive jeune (Taire 
transparente etant encore ronde) se colorent beaucoup plus vivement 
avec predominance manifeste dans le feuillet superficiel et dans le 


1 J. Gallera, C. R. Soc. Biol. 140, 1946. 
Rev. Suisse de Zool., T. 55, 1948. 
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materiel de la ligne primitive. Celle-ci est la plus fortement coloree, 
ses cellules, surtout dans la partie infra-nucleaire, sont pleines de 
granulations fixant avidement le bleu de toluidine. La colorabilite 
de cellules en voie d’invagination diminue a mesure qu’elles s’eloignent 
de la ligne mediane. Dans le mesoblaste en formation on distingue 
done deux gradients: Fun dorso-ventral et Vautre medio-lateral, Cette 
diminution de la teneur en substances basophiles au cours de Pin- 
vagination est nettement prononcee dans notre materiel et se 
maintient jusqu’aux debuts de la neurulation. Autant que nous le 
savons, ce fait interessant n’a pas ete observe chez les Oiseaux 



Coupe sagitale d’une jeune ligne primitive au niveau du noeud cPHensen. 

Les substances colorees au bleu de toluidine indiquees par un pointille. 

par Brachet. Sur les coupes longitudinales le mesoblaste anterieur 
precoce attire l’attention par sa coloration particulierement faible 
(du cote gauche de la fig. 1). Assez intense dans la region centrale 
du blastoderme la basophilie de l’ectoblaste decroit rapidement vers 
la peripherie pour augmenter de nouveau sensiblement a quelque 
distance du bord d’enveloppement, celui-ci se presente sous Paspect 
d’une lisiere mince et a peine teintee par le bleu de toluidine (fig. 2). 
Seuls les noyaux prennent le colorant; nous reviendrons ulterieure- 
ment sur la portee de ce petit detail. Dans Pectoblaste epaissi 
de Pecusson embryonnaire, la coloration du cytoplasme est localisee 
a de fines granulations limitant les cellules, la repartition des 
substances basophiles est done ici a la fois corticale et nucleaire. 
La coloration de Pentoblaste, toujours faible, demeure inchangee. 

Des que le prolongement cephalique apparait, il se teinteinten- 
sement sur toute sa longueur. Mais e’est toujours la ligne primi¬ 
tive qui fixe notre colorant avec Pavidite la plus marquee spe- 
cialement au niveau de noeud du Hensen. La plaque neurale pre¬ 
sumptive, encore vaguement limitee, se teinte, surtout a sa base, 
plus vivement que Pecusson embryonnaire des stades precedents. 
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Au cours du developpement ulterieur la repartition des sub¬ 
stances basophiles se modifie brusquement. La plaque medullaire se 
teinte de plus en plus vivement, presentant un maximum dans le 
fond meme de la gouttiere neurale. La coloration de Tectoblaste 
extra-neural devient presque imperceptible. Le bord d’enveloppe- 
ment maintient neanmoins sa forte colorabilite. La basophilie du 
chordo-mesoblaste augmente d’une maniere remarquable, il se colore 
maintenant pour le moins aussi vivement que le neurectoblaste. Le 
gradient medio-lateral, tres apparent aux stades precedents, dispa- 
rait completement. La couche mesoblastique se teinte tres vivement 
sur toute son etendue et tout 
specialement le long de son 
bord posterieur ou les ilots 
sanguins se constitueront bien- 
tot. La chorde aplatie en avant 
et soudee a l’entoblaste se pro- 
longe par la plaque prechor- 
dale, celle-ci, comme d’ailleurs 
toute la chorde, se colore tres 
vivement. L’endoblaste, reste 
toujours le moins colore, bien 
que le cvtoplasme commence 
a y manifester une certaine 
affinite pour le bleu de tolui- 
dine. Des que les premiers somites apparaissent, ils prennent 
avidement le bleu de toluidine, surtout dans leur partie limitant 
la cavite centrale. Les ilots sanguins deja ebauches a ce stade 
du developpement se distinguent par leur colorabilite extreme. Au 
stade suivant (embryons pourvus de 10 a 14 paires de somites) 
les differences locales dans la colorabilite du germe s'accentuent 
de plus en plus. La chorde, tout specialement son bout anterieur, 
et le mesoblaste prechordal se distinguent par une affinite extreme 
au colorant. Ce fait merite d’etre souligne en raison du role indu¬ 
bitable de ces structures embryonnaires dans 1‘induction du cerveau 
anterieur et des grands organes des sens. L’ebauche du myoepicar- 
dium revele de meme une grande affinite tinctoriale. 

Le bourgeon tronco-caudal a peine ebauche se teinte fort intensement 
et se continue dans la couche mesoblastique non moins fortement coloree. 
L’intestin cephalique devient assez colorable, son bout anterieur (qui 



Fig. 2. 

Coupe du bord d’enveloppement. La 
courbure de la coupe est due a Tac¬ 
tion de fixateur. 
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participera plus tard a la formation de la membrane pharyngienne et de 
la poche de Seessel) prend le colorant le plus avidement. Vers Farriere 
de Fintestin Fentoblaste apparait tres clair. L'epiblaste cephalique, a 
Fexception des placodes auditives qui se distinguent par leur forte baso- 
philie (qui augmentera encore au cours du developpement ulterieur) est 
tres peu colorable. A des stades encore plus avance (embryons pourvus 
de 18 a 20 somites) la basophilie du corps embryonnaire augmente pro- 
gressivement. Le systeme nerveux x , les placodes auditives et cristalli- 
niennes. les somites, le myoepicardium et la chorde sont specialement 
colorables. La colorabilite de Fintestin cephalique demeure dans ses 
grandes lignes inchangee; un detail pourtant merite d'etre note: les 
deux coins lateraux qui vont prendre part bientot a la formation de 
Fappareil branchial se distinguent par leur grande afFinite tinctoriale. 



Coupe d'une ebauche oculaire. Placode 
cristallinienne a peine marquee. 

so^ju * 


L'ectoblaste du stomodaeum, assez pale aux stades precedents, se teinte 
des a present tres fortement. Les annexes foetales sont a peine teintees 
par notre colorant, meme les bords epaissis de Famnios qui fixent si 
avidement le rouge neutre dans les blastodermes colores in vivo 
(Stockexberg 2 1937) ne se colorent qu'a peine plus intensement. 

La formation du cristallin merite un examen approfondi. Sur la 
figure 3 nous le voyons tout au debut de son developpement. La 
jeune placode cristallinienne, pas plus eoloree que le reste de Fepi- 
blaste cephalique, est remplie de fines granulations bleuatres, elles 
sont clairsemees dans sa portion superieure et fortement condensees 
a sa base. La paroi de la vesicule optique est fortement eoloree et la 
face qui regarde le cristallin apparait encore plus foncee. C'est 
done a Vinterface entre ces deux formations que la coloration est la 
plus marquee . Plus tard, la placode cristallinienne prend le bleu 

1 La Crete neurale se distingue toujours par sa plus faible afFinite pour le 
bleu de toluidine. 

2 Roux’ Archiv, 135. 
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de toluidine de plus en plus avidement en tranchant nettement en 
plus fonce sur le reste de l’epiblaste. Notons encore que le gradient 
dans la repartition des granules colorables, tres apparent au debut de 
la formation du cristallin, disparait petit a petit pendant son deve- 
loppement ulterieur. II est a peine besoin de souligner que nous 
avons observe la meme succession de faits en examinant la formation 
des fossettes auditives et mutatis mutandis du systeme nerveux, bien 
que dans ce dernier cas le phenomene soit plus eomplique vu que 
la colorabilite de l’ecusson embryonnaire est deja assez grande meme 
avant Fapparition de l’inducteur. II est evident que ces observations 
cadrent tres bien avec la conception de Brachet que les ribonu- 
cleoproteides interviennent effectivement dans les phenomenes 
d'induction. 

Par un heureux hasard nous avons trouve dans notre materiel un 
monstre double d’un type partieulierement interessant. L’aire trans- 
parente a forme a gauche de Fembryon principal (pourvu de 4 paires de 
somites) un diverticule profond et distinct qui renferme un centre 
embryonnaire secondaire mais abortif. II se presente sous forme d’une 
ligne primitive anormale et arretee dans son developpement (Fembryon 
en .question avait ete incube pendant 37 heures et demie). Sur les 
coupes, la partie posterieure, tres retrecie de cette ligne est creusee d’une 
gouttiere anormalement profonde, sa partie anterieure, trop large, a un 
aspect plus typique. En avant de la ligne primitive, nous trouvons a la 
place du prolongement cephalique une agglomeration lache de cellules 
d’aspect mesenchymateux. La distribution des substances basophiles 
est manifestement bouleversee. Les gradients de colorabilite dorso- 
ventral et medio-lateral, si nettement prononces dans tous les autres 
cas, apparaissent completement effaces. La coloration de Fectoblaste 
en avant du bout anterieur de la ligne primitive est a peine perceptible, 
au contraire quelques cellules eparses dans Fagglomeration mesoblastique 
mentionnee ci-dessus fixent le colorant avec une avidite inusitee. II est 
presque superflu d’ajouter que la coloration de Fembryon principal est 
tout a fait normale. 

Discussion des resultats. — D’apres Caspersson, le noyau 
3onstitue le centre cellulaire de la svnthese proteique. Celle-ci serait 
nise en branle par la formation des ribonucleoproteides; ce dernier 
Dhenomene serait a son tour provoque par la diffusion des histones 
lu nucleole vers la membrane nucleaire. Nos observations semblent 
)ien correspondre a cette hypothese. En effet, les modifications 
)rogressives de la colorabilite d’une cellule neurale presomptive se 
iresentent comme suit: au debut, le nucleole seul (et eventuellement 
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quelques grains appliques sur la membrane nucleaire) fixe notre 
colorant; un peu plus tard une aureole bleuatre apparait autour du 
noyau et de meme la couche corticale de la cellule commence a se 
colorer legerement. Plus tard encore des granulations bleues appa- 
raissent dans la partie infra-nucleaire de la cellule, elles deviennent 
de plus en plus nombreuses et envahissent progressivement tout le 
contenu cellulaire. 

Le fait que le bord d’enveloppement du blastoderme se colore 
de fa^on si marquee merite quelque attention. Au cours du develop- 
pement le blastodisque s’etale fortement en envahissant rapidement 
la surface du jaune, son bord constitue a coup sur une zone de 
croissance rapide et d’activite mitotique intense. Ainsi se trouve 
expliquee sa forte colorabilite. Neanmoins, les cellules situees au 
bord extreme se teintent a peine. Or, il est fort probable que ces 
cellules pales peripheriques ne se multiplient pas mais s’etalent 
seulement et s’aplatissent de plus en plus a mesure que le blasto¬ 
derme enveloppe le vitellus. En effet, comme l’a fait remarque 
M. Duval, on peut distinguer dans le bord d’enveloppement deux 
zones, l’une, interieure, beaucoup plus large et epaisse, l’autre, 
exterieure, composee d’une seule couche de cellules extremement 
aplaties. 

II convient cependant de remarquer qu’en certains cas la 
pauvrete en substances basophiles n’empeche point la croissance 
meme la plus rapide, pourvu qu’elle ne soit pas accompagnee de 
differenciations histogenetiques plus avancees ni d’elaboration de 
substances proteiques complexes. Nous rappellerons ici l’extreme 
pauvrete en substances basophiles de l’amnios chez le Poulet et du 
cone ectoplacentaire chez la Souris. 

Resume. — Au debut du developpement embryonnaire le blasto¬ 
disque de la Poule est relativement pauvre en substances baso¬ 
philes. Elles sont synthetisees intensement au cours du developpe¬ 
ment ulterieur et s’accumulent comme chez les Amphibiens, Pois¬ 
sons et Mammiferes dans les parties du germe ou la morphogenese 
est des plus active (ligne primitive, systeme nerveux, placodes, 
chorde, somites, coeur, dots sanguins, etc.). L’intervention d’acide 
ribonucleique ou eventuellement de ses derives dans les phenomenes 
d’induction embryonnaire parait tres probable. Le role joue par ces 
substances dans la croissance embryonnaire a ete discute. 



